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Verfahren und Vorrichtung zur Durchfiihrung biochemischer Reaktionen mit hohem Durch- 

satz 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren sowie eine Vorrichtung zur Durchfiihrung biochemischer 
Reaktionen, insbesondere fur die Polypeptid-Biosynthese bzw. zur gekoppelten in vitro-Trans- 
kription und Translation von Proteinen in einem zellfreien System mit Hilfe einer "Multi- 
channel"-Dialyse-Vorrichtung, wodurch die Synthese unterschiedlicher Proteine nebeneinander 
in ausreichenden Ausbeuten unter einfachen und reproduzierbaren Bedingungen moglich ist 

Das Prinzip der zellfreien in vitro-Proteinbiosynthese unter Einsatz von Dialysemembranen ist 
seit mehreren Jahren bekannt und besteht im wesentlichen darin, dag zwei getrennte Kammern 
(eine fur die Reaktionsmischung, eine fur die Vef sorgungslosung) iiber eine Membran mit geeig- 
neter Porengrofie in Verbindung stehen. In der Reaktionskammer erfolgt die Proteinsynthese. In 
der Versorgungskammer ist eine Losung mit samtlichen fur die Transkription bzw. Translation 
benotigten Reaktionskomponenten, die wahrend der laufenden Proteinbiosynthese in der Reak- 
tionsmischung verbraucht werden, enthalten. Bedingt durch die Tatsache, dafi beide Kammern 
iiber eine semipermeablen Membran in Verbindung stehen, konnen verbrauchte Reaktionskom- 
ponenten in der Reaktionskammer, gegebenenfalls mittels einer entsprechenden Pumpeinrich- 
tung, fortlaufend durch neue Komponenten aus der Versorgungskammer ersetzt werden, wo- 
durch die Synthese iiber einen deutlich langeren Zeitraum im Vergleich zum statischen System, 
d.h. einer entsprechenden, in einem einzelnen Reaktionsgefafi stattfindenden Reaktion, aufrecht- 
erhalten bleibt. Entsprechende Verfahren fur die zellfreie in vitro-Biosynthese nach dem "con- 
tinous-flow" bzw. "continous exchange"-Prinzip sind beispielsweise in US 5.478.730, EP 0 593 
757 und von Spirin et al. in Science vol. 242, 1988, S. 1162-1 164 beschrieben. 

Das gemafi der Patentschrift US 5.478.730 verwendete Translationssystem enthalt beispielsweise 
eine Quelle von mRNA, die das Polypeptid codiert. Weiter sind in dem zeUfreien Synthesesystem 
Ribosomen, tRNA, Aminosauren, ATP und GTP enthalten. Die Translation der mRNA mit Hilfe 
der tRNA fuhrt zur Produktion des jeweiligen Polypeptids, wobei zugleich Nebenprodukte und 
AbfaUstoffe mit niedrigerem Molekulargewicht entstehen. Diese konnen durch eine semiper- 
meable Membran, die den Raum, in dem das Synthesesystem enthalten ist, von einem Versor- 
gungsraum trennt, in den Versorgungsraum iibertreten. Der Versorgungsraum enthalt eine als 
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Versorgungsmedium wirkende Fliissigkeit, in der ATP, GTP und Aminosauren enthalten sind. 
Diese Komponenten werden durch die semipermeable Membran dem Synthesesystem zugefuhrt, 
um den Verbrauch wahrend der Biosynthesereaktion zu ersetzen. Der Durchtritt durch die semi- 
permeable Membran ist moglich, weil ihr Molekulargewicht unterhalb von deren Durchlafi- 
grenze liegt. Zugleich gelangen Produkte der biochemischen Reaktion und andere Substanzen, 
deren Molekulargewicht unterhalb der Durchlafigrenze der Barriere liegt, aus dem Reaktions- 
raum in den Versorgungsraum. Die semipermeable Membran ist gemafi der US Patentschrift 
5.478.730 beispielsweise eine Ultrafiltrationsmembran in Form von Membran-Hohlfasern. 

Die US Patentschrift 5.478.730 enthalt umfangreiche weitere Erlauterungen iiber geeignete Zu- 
sammensetzungen des Synthesesystems und der Versorgungsfliissigkeit Insoweit bezieht sich die 
vorliegende Erfindung auf den vorbekannten Stand der Technik, wie er insbesondere dieser US 
Patentschrift und den darin zitierten Literaturstellen zu entnehmen ist. Deren Inhalt wird durch 
Bezugnahme zum Inhalt der vorliegenden Anmeldung gemacht. 

Das europaische Patent 0 593 757 beschreibt die Anwendung der gekoppeltenTranskription und 
Translation fur entsprechende in vitro-Biosyntheseyerfahren, wobei im wesentlichen zusatzlich 
eine RNA-Polymerase der Reaktionsmischung zugesetzt wurde^ < 

Dariiber hinaus sind diverse Dialyse-Vorrichtungen bzw: -Membranen bekannt. Man unter- 
scheidet dabei im wesentlichen sogenannte "single tube" und "Multi-channel" -Ausfuhrungen. Die 
beschriebenen bzw. kommerziell erhaltlichen und fur die in vitro-Proteinbiosynthese geeigneten 
Dialysematerialien beruhen ausschliefihch auf dem "single tube M -Prinzip (z.B. EP 99 91 01 418.4; 
Promega Notes 1997). Ein hoher Durchsatz bzw. die Synthese untersduedlicher Proteine neben- 
einander, dariiber hinaus ohne aufwendige Aufreinigungsmafinahmen, ist jedoch mittels dieser 
Dialyse-Hilfsmittel nicht mogUch. Ferner sind die Dialyse-Vorrichtungen nach dem "single- 
tube"-Prinzip mit dem Nachteil verbunden, dafi sie technisch und zeitlich aufwendig zu hand- 
haben sind. 

Ferner werden Mikrotiterplatten mit Vertiefungen, welche am unteren^Ende mit einer porosen 
Membran versehen sind, kommerziell angeboten. Sogenannte "Multi-channer'-Ausfuhrungen 
werden ausschliefilich fiir Zellkidturanwendungen bzw. fur Filtrations- oder Umpufferungsvor- 
gange eingesetzt (z.B. Ultrafiltrationsmembranen von Milipore; Slide-A-Lyzer® MINI Dialysis 
Unit von Pierce). Ein Austausch zwischen Fliissigkeiten unterschiedlicher Konzentrationen, wie 
sie bei der in vitro-Transkription bzw. in vitro-Translation verwendet werden, ist mit diesen 



I 



: BESS I 



"Multi-channel"-Vorrichtungen jedoch nicht moglich, weshalb diese fur in vitro-Proteinsyn- 
these-Anwendungen, beispielsweise rait kontinuierlicher Zufuhr bzw. Entnahme von Kompo- 
nenten nicht geeignet sind. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Verfii- 
gung zu stellen, mit denen die Durchfiihrung biochemischer Reaktionen mit hoher Effektivitat 
und zugleich einfach und gut reproduzierbar moglich ist. 

Die Aufgabe wird gelost durch eine Vorrichtung zur Durchfiihrung biochemischer Reaktionen, 
insbesondere fur die zellfreie Polypeptid-Biosynthese, bestehend aus einem aufieren Gehause, das 
ein inneres Gehause mit eingearbeiteten Vertiefungen und eine Versorgungskammer umschliefit, 
wobei die Vertiefungen des inneren Gehauses wahrend der biochemischen Reaktion jeweils ein 
produzierendes System enthalten, die Versorgungsflussigkeit der biochemischen Reaktion eine 
Versorgungsfliissigkeit enthalt und die Vertiefungen des inneren Gehauses und die Versorgungs- 
kammer durch eine semipermeable Membran getrennt sind, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
innere Gehause mindestens zwei Vertiefungen aufweist, deren untere Enden mit der semiper- 
meablen Membran abgeschlossen sind und deren obere Enden aus der in der Versorgungskam- 
mer enthaltenen Versorgungsflussigkeit herausragen, und mit Mitteln zur Bewegung und 
Temperierung der produzierenden Systeme sowie der Versorgungsflussigkeit verbunden ist. 

Als aufiere Gehause kommen erfindungsgemafi prinzipiell schalen- oder zyhnderfdrmige Gefafie 
in Betracht, die zur Flussigkeitsaufhahme befahigt sind und in denen ein geometrisch kleineres, 
inneres Gehause einsetzbar und gegebenenfalls fixierbar ist Das innere Gehause kann, entspre- 
chend dem aufieren Gehause, grofien- und formgemafi beliebige aufiere Ausmafie haben. Bei- 
spielsweise sind runde, rechteckige oder quadratische Anordnungen fur das aufiere Gehause mit 
Volumina von ca. 10 ml bis mehrere Liter geeignet VorteUhaft ist, wenn das innere Gehause 
moglichst weitgehend an die Geometrie des aufieren Gehauses angepafit ist. 

Das innere Gehause weist eine oder mehrere Vertiefungen auf, bevorzugt ist eine Anzahl zwei 
Oder mehr, z. B. sechs, acht, 24, 64, 96, 384 etc. Es sind jedoch prinzipiell auch innere Gehause, 
beispielsweise in Form von Mikrotiterplatten, die mehrere hundert bis 1000 oder mehr Vertie- 
fungen fur die erfindungsgemafie Vorrichtung aufWeisen, einsetzbar. Die Vertiefungen sind in 
der Regel aus einem inertem Material, wie beispielsweise Polyethylen, gefertigt und k6nnen fur 
Volumina von ca. 50 ul bis zu mehreren Millflitern, d.h. in der Grofienordnung von 10 ml ausge- 
richtet sein. Vorteilhaft sind konisch zulaufende Vertiefungen, die am unteren Ende mit einer 
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semipermeablen Membran, wie z. B. einer Dialysemembran mit einer Porengrofie von 3 bis 100 
Kilo Dalton, verschlossen sind. Prinzipiell konnen erfindungsgemafi samtliche gangigen Dialyse- 
bzw. Ultrafiltrationsmembranen mit entsprechender Porengrofie eingesetzt werden. Besonders 
geeignet haben sich Dialysemembranen mit einer Porengrofie zwischen ca. 10 und 14 Kilo Dalton 
erwiesen. Dadurch konnen insbesondere storende niedermolekulare, inhibitorische Substanzen, 
die bei der in vitro-Biosynthese entstehen, abgetrennt werden. 

Dariiber hinaus hat sich als vorteilhaft erwiesen, wenn die Wande der einzelnen Vertiefungen 
("Wells") des inneren Gehauses mit die in vitro synthetisierten Proteine bzw. Peptide spezifisch 
bindenden Komponenten beschichtet sind. Entsprechende Komponenten sind insbesondere sol- 
che, die zur Reinigung von tag-enthaltenden Proteinen geeignet sind. Das in den Wells in vitro 
synthetisierte Protein (tag enthaltend) bindet beispielsweise an die Mikrotiterplatte und kann an- 
schliefiend direkt, gegebenenfells nach Waschen mit geeigneten Puffern, gereinigt werden bzw. 
durch geeignete Reagenzien in sauberer Form eluiert werden. Beispielhaft soli hier als sogenan- 
ntes Protein-tag Strep-Tag II (8AS-Sequenz, s. DE 42 37 113), das entweder N- oder C-terminal 
an das in vitro-synthetisierte Protein gebunden sein kann, angefuhrt werden. Als Beschichtungs- 
substanzen konnen beispielsweise Streptactin, Streptavidin oder Avidin eingesetzt werden. Ver- 
fahren zur Beschichtung entsprechender Oberflachen sind dem Fachmann bekannt. Alternativ ist 
auch moglich, die synthetisierten, tag-tragenden Proteine mittels entsprechend beschichteter 
Glas- bzw. Magnetpartikel aus der Reaktionsmischung der einzelnen Vertiefungen zu separieren. 

Ferner ist die erfindungsgemafie Vorrichtung mit einer Ruhr- oder Schuttelvorrichtung ausge- 
stattet, um eine ausreichende Bewegung bzw. Diffusion der Reaktionslosung(en) und der Versor- 
gungslosung zu garantieren. Als vorteilhaft hat sich erwiesen, wenn in der Versorgungskammer 
und gegebenenfalls in jeder einzelnen Vertiefung, in der eine Reaktion ablauft, ein Ruhrelement 
in Form eines Magnetruhrers eingebracht ist. Zur Gewahrleistung einer konstanten Temperatur 
wahrend der biochemischen Reaktion - welche in der Regel zwischen 20° und 37°C betragt - 
wird die gesamte Vorrichtung am einfachsten vollstandig in einen verschliefibaren Inkubator ein- 
gebracht oder unter einer temperierbaren Inkubationshaube gehalten. Erfindungsgemafi sind 
daruber hinaus kombinierte Schuttel- bzw. Rtihr- und Thermostatisiergerat einsetzbar. Die 
Durchmischung der Reaktionsmischung(en), als auch der Versorgungslosung kann somit si- 
multan mit Schuttel- bzw. Riihrbewegungen geeigneter Frequenz sowie iiber einen langeren Zeit- 
raum bei konstanter Temperatur erfolgen. 
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In der Regel ist ausreichend, die Reaktionsmischung(en) iiber einen Zeitraum von ca. 20 Stunden 
zu inkubieren, urn das bzw. die gewiinschten Proteine bzw. Peptide in ausreichenden Ausbeuten 
zu erhalten. Abhangig von dem zu synthetisierenden Protein bzw. der Optimierung der einzelnen 
Verfahrensparameter bzw. der genauen Zusammensetzung der Versorgungslosung konnen be- 
reits nach ca. 6 Stunden ca. 25 bis 50 ug Protein /250 ul Reaktionsldsung in einer Vertiefung 
(Well), was einer Konzentration von 100 bis 200 ug/ml entspricht, erzielt werden. Durch verlan- 
gerte Inkubationszeiten konnen daruber hinaus entsprechend bessere Ausbeuten erreicht wer- 
den, beispielsweise wurden fiir GFP Konzentrationen bis zu 500 ug/ml erhalten. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung ist, wenn abhangig von der Anzahl bzw. 
dem Gesamtvolumen der Vertiefungen des inneren Gehauses das Volumen der Versorgungslo- 
sung bestimmt wird. Als Richtlinie gilt erfindungsgemafi, dafi das Volumen der Versorgungslo- 
sung gleich der Summe aus der Anzahl der Vertiefungen und dem Volumen pro Vertiefung 
multipliziert mit dem Faktor 10 entspricht. 

Die Zusammensetzung der Versorgungslosung entspricht im wesentlichen entsprechenden Lo- 
sungen fur die zellfreie in vitro-Biosynthese des Standes der Technik. Dem Fachmann ist daruber 
hinaus gelaufig, dafi Versorgungslosungen fur die zellfreie Proteinsynthese bestimmten iiblichen 
Optimierungsmafinahmen unterhegen, insbesondere je nach Art und Beschaffenheit der verwen- 
deten Ribosomenfraktion, d.h. ob beispielsweise ein eukaryontisches oder prokaryontisches 
System als Grundlage fur die zellfreie in vitro-Biosynthese verwendet wird. Als vorteilhaft hat sich 
daruber hinaus erwiesen, wenn die Versorgungslosung ein reduzierendes Mittel sowie - im Falle 
eines Lysats auf E. coli-Basis - einen entsprechenden Polymerase-Inhibitor und gegebenenfalls 
eine oder mehrere geeignete bakterizide Substanzen enthalt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Durchfuhrung einer und insbeson- 
dere mehrerer parallel laufender biochemischer Reaktionen mittels der erfindungsgemfifien Vor- 
richtung, wobei wahrend der biochemischen Reaktion die Versorgungsflussigkeit in der Versor- 
gungskammer nicht einem aufierlich auferlegtem Druck unterliegt, so dafi der molekulare Aus- 
tausch zwischen der Versorgungskammer und den Losungen der einzelnen Vertiefungen des in- 
neren Gehauses im wesentlichen auf Diffusion basiert. 

Das erfindungsgemafie Verfahren bzw. die hierfiir geeignete Vorrichtung eignet sich insbeson- 
dere fiir automatisierte Anwendungen mit hohem Synthesedurchsatz. 



Beispiel 

Das erfindungsgemafie Verfahren zur zellfreien Proteinbiosynthese wird mit einem E. coli Lysat 
an zwei Modellproteinen (CAT und GFP) in folgendem naher erlautert: 

Die zellfreie Proteinbiosynthese wird in Form einer gekoppelten Transkription und Translation 
durchgefuhrt, bei der die zu transkribierende mRNA auf einem Plasmid kodiert ist, dessen Gen- 
sequenz einen Promotor fur eine virale RNA-Polymerase (z. B. SP6-, T3- oder T7-RNA-Poly- 
merase) enthalt 

Die in vitro transkribierte mRNA wird mit Hilfe des im gekoppelten Systems befindlichen E. coli 
Lysats in das entsprechende Protein translatiert 

A) Reaktionskomponenten^ 

Plasmide: pM-GFP oder pIVEX-GFP enthalten die Sequenz fur das Green Flourescent Pro- 

tein aus Aequorea victoria in Form einer Mutante GFPcycle3 (27 kiloDalton) 
(Nature Biotechnology, 1996T14, p.315-319); die kodierehde Region der 
GFPcycle3 Mutante wurde in pTU58 anstelle der Wild-Typ GFP-Sequenz klo- 
niert (Science, 1994, 263,802). 

pHM-CAT enthalt die Sequenz fur das Chloramphenicol- Acetyltransferase- 
Protein (22,5 kiloDalton). 

Konstruktion: Ein Insert (Ncol - BamHI) aus pCAT3 (Promega) wurde in 

pHM19 insertiert (FU Berlin, Insitut f. Biochemie, Dr. Stiege). 

Rcoli S30 Lvsat: Das Lysat wurde mit einem E. coli A19-Stamm nach einem modifizierten 
Verfahren nach Zubay (Annu. Rev. Genets 7, 267, 1973) prapariert. 
Lysatpuffer: 100 mM Hepes-KOH pH 7,6/30°C, 14 mM Magnesium-acetat, 60 
mM Kalium^aeetat, 0,5 mM^Dithiothreitol 
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Zusammensetzung de r Reaktions- und Versorgung slosnng- 
Transkri ptions-ZTranslations-Reaktionsansatz: 

185 mM Kalium-acetat, 15mM Magnesium-acetat, 4% Glyzerin, 2,06 mM ATP, 1,02 mM CTP, 
1,64 mM GTP, 1,02 mM UTP, 257 uM pro Aminosaure (insgesamt 20), 10,8 ug/ml FoHnsaure,' 
1,03 mM EDTA, 100 mM Hepes-KOH pH 7,6/30°C, 1 ug/ml Rifampicin, 0,03o/ 0 Natrium-azit, 40 
mM Acetylphosphat, 480 ug/ml t RNA aus E.coli MRE600, 2mM Dithiothreitol, lOmM MESNA 
(Mercaptoethanesulfonic acid), 70 mM Kaliumhydroxid, 0,1 u/ul RNaselnhibitor, 15 ug/ml Plas- 
mid, 220 ul/ml E.coli A19-Lysat, 2 u/ul T7 RNA Polymerase. 

Versorgungslosung : 



185 mM Kalium-acetat, 15 mM Magnesium-acetat, 4% Glyzerin, 2,06 mM ATP, 1,02 mM CTP, 
1,64 mM GTP, 1,02 mM UTP, 257 uM pro Aminosaure (insgesamt 20), 10,8 ug/ml FoHnsaure ' 
1,03 mM EDTA, 100 mM Hepes-KOH pH 7,6/30X,l ug/ml Rifampicin, 0,03% Natrium-azit, 40 
mM Acetylphosphat, 2 mM Dithiothreitol, 10 mM MESNA (Mercaptoethanesulfonic acid), 70 
mM Kaliumhydroxid, Lysatpuffer wie oben beschrieben mit 220 ul/ml. 

B) Vorrichtung: 

In dem hier beschriebenem Beispiel wurde ein Multi-channel-Dialyzer in Form einer Mikroti- 
terplatte eingesetzt. Die Boden der einzelnen Vertiefungen der Mikrotiterplatte (Wells) wurden 
mit einer Dialysemembran mit einem cut off-Volumen von 10 Kilo Dalton ausgestattet Das 
maximale Reaktionsvolumen pro Well betrug 200 ul. Das Gehause fur die Versorgungslosung 
hatte eine Volumenkapazitat von 200 ml. 



C) Bewegung, Abdeckung: 

Schuttelgerat: Flow Laboratories, Typ: Titertek® , mit der Schuttelfrequenz Stufe 4,5 
Inkubation.shanbe- Edmund Buhler, Typ: TH25, mit der Temperatur 30°C 
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D) Durchfuhrung: 

Es wurden getrennte Reaktionsansatze gemafi oben angegebener Zusammensetzung pipettiert: 

1 ) Fur die Expression von GFP mit pM-GFP bzw. mit pIVEX-GFP 

2) Fur die Expression von CAT mit pHM-CAT 

Fiir jeden Ansatz wurde ein Volumen von 8,4 ml angesetzt und davon jeweils 200 \xl in insgesamt 
40 Wells pipettiert (0,4 ml als Oberdosierung), das heifit 40 Wells pro Ansatz und Protein. 

Fiir die Versorgungskammer wurden 200 ml Versorgungslosung gemafi oben angegebener Zu- 
sammensetzung pipettiert. Das heifit, es wurde eine gemeinsame Versorgungslosung fur beide 
Reaktionsansatze verwendet 

Nach Abdichten der Mikrotiterplatte mit einer Klebefolie wurde die Vorrichtung auf das 
Schuttelgerat fixiert, welches sich unter der Inkubationshaube befand. 

Nach Einstellen der Schuttelfrequenz und der Inkubationstemperatur von 30°G erfolgte eine 20 
sttindige Inkubation der Reaktionsansatze;" 

E) Auswertung: 

1 ) Expression von GFP: 

Die Messung der Proben erfolgte mit einem Spektral-Fluorimeter der Fa. Kontron, Typ: 
TEGIMENTA, SFM25. 

Die Anregung (Excitation) erfolgt bei einer WeDenlange von 395 nm. 
Die Emissionsrate bei 580 bis 430 nm. 
Das Emissionsmaximum liegt bei 510 nm. 

Als Standard wurde das rGFP (rekombinantes GEP)"von Roche Diagnostics, Katalog-Nummer 
1814524 verwendet. 

Die Proben wurden mit dem Lysatpufifer 1 : 200, der Standard auf 1 |ag/ml und 2 (ig/ml ver- 
diinnt. 



Tabelle 1: 

10 Werte der erhaltenen 40 (die alle im selben Bereich liegen) sind als 
gezeigt. 



representative Auswahl 



Abbildung 1: 

Graphische Auswertung der in TabeUe 1 enthalenen Werte in ug GFP/ml Reaktionslosung in den 
exemplarisch ausgewahlten Wells. 



Tabelle 1: 



Well- 
Nummer 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


ug GFP/ml 
Reakt.vol. 


366 


365 


362 


356 


369 


371 


365 


367 


361 


365 



2) Expression von CAT: 

Die Messung der Proben erfolgte iiber HPLC-Analyse mit dem Gerate-Typr.LKB 2150. 

Als Standard wurde ein CAT-Enzym von Roche Diagnostics, Katalog-Nummer 1485156 

wendet. 



ver- 



Tabelle 2: 

# 10 Werte der erhaltenen 40 (die aUe im selben Bereich liegen) sind als 
gezeigt. 



representative Auswahl 



Abbildung 2: 

Graphische Auswertung der in Tabelle 2 enthaltenen Werte in ug CAT/ml Reaktionslosung i 
den exemplarisch ausgewahlten Wells. 



Tabelle 2: 



WelT 
Nummer 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


Ug CAT/ml 
Reaktionslsg. 


233 


230 


233 


235 


228 


231 


227 


228 


229 


232 
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Vorrichtung zur Durchftihrung biochemischer Reaktionen, insbesondere fur die zellfreie 
Polypeptid-Biosynthese, bestehend aus einem aufieren Gehause, das ein inneres Gehause 
mit eingearbeiteten Vertiefungen und eine Versorgungskammer umschliefit, wobei die 
Vertiefungen des inneren Gehauses wahrend der biochemischen Reaktion jeweils ein pro- 
duzierendes System enthalten, die Versorgungskammer wahrend der biochemischen Reak- 
tion eine Versorgungsflussigkeit enthalt und die Vertiefungen des inneren Gehauses und 
die Versorgungskammer durch eine semipermeable Membran getrennt sind, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi das innere Gehause mindestens zwei Vertiefungen aufweist, deren un- 
tere Enden mit der semipermeablen Membran abgeschlossen sind und deren obere Enden 
aus der in der Versorgungskammer enthaltenen Versorgungsflussigkeit herausragen, und 
mit Mitteln zur Bewegung und Temperierung der produzierenden Systeme sowie der Ver- 
sorgungsflussigkeit verbunden ist. 

Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi das innere Gehause zwischen 
zwei und ca. 1000 Vertiefungen aufweist. 



3. 



Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die Vertiefungen an 
den Seitenwanden mit einer die in vitro synthetisierten Proteine spezifisch bindenden 
Komponente beschichtet sind. 



Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafi die Vertiefungen mit solchen 
Komponenten beschichtet sind, die zur Reinigung von tag-enthaltenen Proteinen geeignet 

sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die Vertiefungen mit 
Streptactin, Avidin oder Streptavidin beschichtet sind. 

Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 -5, dadurch gekennzeichnet, dafi die Vertiefun- 
gen des inneren Gehauses jeweils ein Volumen zwischen 50 ul und 10 ml aufweisen. 
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7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekennzeichnet, dafi das Voltimen 
der Versorgungslosung das fiinf- bis zwanzig-fache der Summe der Volumina der Vertie- 
fungen entspricht. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-7, dadurch gekennzeichnet, dafi es sich bei der 
semiperrneablen Membran um eine Dialysemembran oder Ultrafiltrationsmembran mit 
einer Porengrofie von 3 bis 100 kDa handelt. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-8, dadurch gekennzeichnet, dafi zur Abdichtung 
der Offhungen der Vertiefungen des inneren Gehauses jede Vertiefung mit einer Ver- 
schlufikappe oder FoUe versehen ist oder ein Verschlufideckel zur Abdichtung des aufieren 
Gehauses vorhanden ist. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-9, daduiseh gekennzeichnet, dafi die Mittel zur 
Bewegung dergestalt sind, dafi die Durchmischung des produzierenden Systems und der 
Versorgungsl6sung,simultan 4 erfolgt. 

1 1 . Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dafi die Durchmischung durch 
ein Schiittel- oder Riihrelement erfolgt. 

12. Verfahren zur Durchfuhrung einer oder mehrerer biochemischer Reaktionen parallel mit- 
tels einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-11, dadurch gekennzeichnet, dafi wah- 
rend der biochemischen Reaktion die Versorgungsflussigkeit in der Versorgungskammer 
nicht einem aufierlich auferlegtem Druck unterliegt, so dafi der molekulare Austausch 
zwischen der Versorgungskammer und den einzelnen Vertiefungen des inneren Gehauses 
im wesentlichen auf Diffusion basiert. 

13. Verfahren nach Anspruch 12 in Verbindung*mit^Anspruch 10 oder 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Versorgungsflussigkeit und gegebenenfalls das produzierende System in 
jeder der vorhandenen Vertiefungen des inneren* Gehauses wahrendtder-biochemisehen 
Reaktion mittels eines Magnetriihrelement bewegt wird. 



Abbildung 2 




1 2*3 5 6 * 7 85- 9~ 101. 



Well-Nummer** 
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Zusammenfassung 

Vorrichtung und Verfahren zur Durchfuhrung biochemischer Reaktionen, insbesondere fur die 
zellfreie Polypeptid-Biosynthese, bestehend aus einem aufieren Gehause, das ein inneres Gehause 
mit eingearbeiteten Vertiefungen und eine Versorgungskammer umschliefit, wobei die Vertie- 
fungen des inneren Gehauses wahrend der biochemischen Reaktion jeweils ein produzierendes 
System enthalten, die Versorgungskammer wahrend der biochemischen Reaktion eine Versor- 
gungsfliissigkeit enthalt und die Vertiefungen des inneren Gehauses und die Versorgungskammer 
durch eine semipermeable Membran getrennt sind, dadurch gekennzeichnet, dag das innere Ge- 
hause mindestens zwei Vertiefungen aufweist, deren untere Enden mit der semipermeablen 
Membran abgeschlossen sind und deren obere Enden aus der in der Versorgungskammer ent- 
haltenen Versorgungsfliissigkeit herausragen, und die Vorrichtung mit Mitteln zur Bewegung 
und Temperierung der produzierenden Systeme sowie der Versorgungsfliissigkeit verbunden ist. 
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